ES細胞のリアルタイム分化判定技術の開発 by 福田 健人
2014年度 修士論文要旨 
ES細胞のリアルタイム分化判定技術の開発 
 
関西学院大学大学院理工学研究科 
生命科学専攻 佐藤研究室 福田 健人 
 
【研究目的】本研究は，胚性幹細胞 (Embryonic Stem Cells : ES 細胞)のリアルタイム分化判定技術の開発を目
的とする． ES 細胞や人工多能性幹細胞 (induced Pluripotent Stem Cells : iPS細胞)は分化多能性を有するため，
再生医療への応用が期待されている．しかし，作成した細胞や組織に異常分化した細胞や未分化の細胞が混入
すると癌化する可能性がある．従来の幹細胞の分化分析技術として用いられる免疫染色やフローサイトメトリ
ーは細胞を破壊する必要がある．従って，移植などに用いる細胞や組織を非破壊的に分析することが難しいた
め，新たな分化の分析技術が必要である．ラマン分光法は無染色，低侵襲で分析の行える分光学的技術である．
本研究では，マウス ES細胞 (mES 細胞)から神経幹細胞，神経細胞に分化させ，各分化過程においてラマン分
光法を用いて分析を行った．取得したラマンスペクトルは，ケモメトリックスを用いて解析を行った．本技術
は，分化した ES細胞の品質管理や，発達初期段階における内分泌撹乱物質など，化学物質による影響をモニ
タリングする際の基盤技術となることが期待される． 
 
【実験方法】各細胞の培養には石英窓付きディッシュを用いて行った．未分化 mES 細胞の培養は分化抑制因
子である Leukemia Inhibit Factor (LIF)を用いた．アルカリフォスファターゼ染色を行い，未分化能が維持され
ていることを確認した．胚様体の作成は LIFを添加していない培地を用いて，4日間培養を行った．神経幹細
胞への分化誘導は，胚様体を ITS Media Supplementやフィブロネクチン等を加えた培地で 6日間培養した．ラ
マン測定は毎日行った．神経細胞への分化誘導は，N-2 Media Supplementやアスコルビン酸等を加えた培地で
10 日間培養した．ラマン測定は 1 日おきに行った．作成した神経幹細胞，及び神経細胞はラマン測定後，抗
ネスチン抗体，及び MAP2 抗体を用いてそれぞれの細胞に免疫蛍光染色を行った．ラマン測定装置は顕微ラ
マンシステムNanofinder30 (東京インスツルメンツ)，測定条件はサンプルポイントでのレーザーパワー35 mW，
波長 785 nm，露光時間 30秒×3回とした．対物レンズは 60 倍の水浸レンズ（N.A.= 1.15）を用いた．小型 CO2
インキュベーター（37 ℃，5 % CO2）内で測定を行った．ラマンスペクトルの解析は主成分分析(Principal 
Component Analysis : PCA)，及び線形判別分析 (Linear Discriminant Analysis : LDA)を用いた． 
 
【実験結果と考察】未分化 mES 細胞から神経幹細胞へ分化誘導後，抗ネスチン抗体を用いて免疫蛍光染を行
った結果，細胞が染色されているのが確認された (Fig.1C)．明視野観察では，分化誘導開始から約 3日後に胚
様体から細胞が解離し，ディッシュ底面への接着が確認された．神経幹細胞から神経細胞への分化誘導後，
MAP2 抗体を用いて免疫蛍光染色を行った結果，細胞が染色されているのが確認された (Fig.1E)．明視野観察
では，分化誘導日数を重ねるにつれ，突起の伸長が確認された．以上の結果より，ラマン測定に必要である石
英窓付きディッシュを用い，安定的な神経細胞への分化誘導方法を確立した．各分化誘導過程においてラマン
測定を行った結果，S/N比の高いラマンスペクトルの取得に成功した．取得したデータの解析は，各スペクト
ル内におけるデータの変動の関連性を分析することが可能である PCA と，2 つのグループを設定し，各グル
ープの特徴を用いてサンプルを判別することが可能である LDA を用いた．解析を行った結果，1 つ 1 つの細
胞における分化の進行度の違いを検出した可能性が示唆された (Fig.2, 3)．本研究により，ラマン分光法とケ
モメトリックスを組み合わせることで，分化の進行度を検出し，ES 細胞の分化判定を行える可能性が示唆さ
れた． 
  
Fig.2 LDAモデルによる胚様体から神経幹細胞への分化判別結果 
 
 
Fig.3 LDAモデルによる神経幹細胞から神経細胞への分化判別結果 
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Fig.1 mES 細胞及び，作製した神経幹細胞，神経細胞の分化確認結果  
(A)未分化 mES細胞のコロニー (B)神経幹細胞の明視野画像 (C)神経幹細胞のネスチン抗体の免疫染色 
(D)神経細胞の明視野画像 (E)神経細胞のMAP2 抗体の免疫染色 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
